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略語一覧 
 
ACTB:   β-actin 
 
AIS:   adenocarcinoma in situ 
 
ALK:   anaplastic lymphoma kinase 
 
bcl-2:   B-cell lymphoma 2 
 
bLf:   bovine lactoferrin 
 
CDK:   cyclin-dependent kinase 
 
CGH:   comparative genomic hybridization 
 
DAB:   3,3'-Diaminobenzidine 
 
DMEM:   Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
 
ECT2:   epithelial cell transforming 2 
 
EGFR:   epidermal growth factor receptor 
 
EML4:   echinoderm microtubule associated protein like 4 
 
FBS:   fetal bovine serum 
 
HER2:   human epidermal growth factor receptor 2 
 
HMGA2:   high mobility group AT-hook 2 
 
IGBP1:   immunoglobulin binding protein 1 
 
  
LBAC:    localized bronchioloalveolar carcinoma 
 
MIA:   minimally invasive adenocarcinoma 
 
miRNA:   microRNA 
 
NNK:   4-(methylnitrosamino)-1-1(3-pyridyl)-1butanone 
 
OCIAD2: ovarian carcinoma immunoreactive antigen-like protein 
domain containing 2 
 
ORF:   open reading frame 
 
PDCD4:   programmed cell death protein 4 
 
pIGBP1:   pF4A_CMV_IGBP1 
 
PIK3CA: phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic 
subunit alpha 
 
POD:   peroxidase 
 
PP2A:   protein phosphatase 2A 
 
real-time RT-PCR: real-time reverse transcription PCR 
 
siIGBP1:  IGBP1-specific siRNA 
 
SFN:   stratifin 
 
TPM1:   tropomyosin 1 
 
UTR:   untranslated region 
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1.背景と目的 
 
日本における死因の第 1位は悪性腫瘍である(文献 1)。そのなかでも、近年の医学の発達
や、癌化に関する知見の蓄積にも関わらず、早期発見の困難さや進行期における急速な進
行などの理由により、肺癌は未だに主要な癌死の要因の一つである(文献 2-4)。肺癌の主要
な組織亜型は以下の 4つであり、すなわち腺癌、扁平上皮癌、小細胞癌、大細胞癌である(文
献 5)。組織亜型によって臨床経過や治療方法、予後が異なってくるため、組織亜型を区別
することは重要である。小細胞肺癌とそれ以外の 3 亜型では、治療戦略が大きくことなる
ため、小細胞肺癌と区別するために、3亜型は非小細胞肺癌と総称される。このうちで肺腺
癌は日本で最も多い組織亜型であり、欧米においても近年増加している。肺癌の診断は、
ほかの悪性腫瘍と同様に病理組織学的になされる。具体的には、気管支鏡下の生検や CTガ
イド下針生検により得られた生検材料や、外科的手術により得られた手術材料から、ホル
マリン固定パラフィン包埋ブロックが作製され、ブロックを薄切してヘマトキシリン・エ
オジン(HE)染色標本が作製される。HE 標本を光学顕微鏡により観察して、形態学的に診断
される。肺癌すなわち悪性の診断と同時に、腺癌や扁平上皮癌などの組織亜型も可及的に
決定され、臨床的な進行度と併せて治療方針が決定される。 
野口らは、肺胞上皮置換性増殖(lepidic growth pattern)の有無、および組織像から、
2cm 以下の小型肺腺癌を 6 群に分類して、1995 年に type と予後の関係を発表している(野
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口分類、文献 6)。肺胞上皮置換性とは、既存の肺胞構造を破壊せずに、正常肺胞上皮を置
き換えて増殖しているということである。6 群は lepidic growth pattern を有する type 
A(localized bronchioloalveolar carcinoma:LBAC, 腫瘍内に線維化巣を認めない限局性肺
胞上皮癌)、type B(LBAC with foci of collapse of alveolar structure, 腫瘍内に肺胞
虚脱型の線維化巣を認める限局性肺胞上皮癌)、type C(LBAC with foci of active 
fibroblastic proliferation, 腫瘍内に線維芽細胞の増生を伴う線維化巣を認める限局性
肺胞上皮癌)と、lepidic growth pattern を有さない type D(poorly differentiated 
adenocarcinoma, 充実破壊性に増殖する低分化腺癌)、type E(tubular adenocarcinoma, 管
状腺癌)、そして type F(papillary adenocarcinoma with compressive and destructive 
growth, 真の乳頭状腺癌)である。この分類に従うと、type A, B の 5 年生存率は 100％と
非常に良好であるのに対して、同じ lepidic growth patternを有していても、線維芽細胞
の増生巣を伴う type Cは 5年生存率が約 75％と有意に丌良であった。このことから、type 
A, Bは非浸潤癌、type Cは初期浸潤癌と考えられている。一方、type D, E, Fはいずれも
5年生存率が悪く、浸潤癌と考えられている。 その後、南、野口らは type C 病変の中でも
線維芽細胞の増生巣の大きさによって予後が異なっており、線維芽細胞の増生巣が小さな
ものは、type A, B と同様に 5 年生存率が 100％と予後良好であることを示した(文献 7)。
この線維芽細胞増生巣の小さな予後良好な群は type C’と呼ばれる。 
野口分類の概念に基づいて、2014 年に改訂された WHO 分類第 4 版では、肺腺癌は上皮内
7 
 
腺癌(AIS)、浸潤性腺癌という区分が新たに採用されており、上皮内腺癌は Noguchi type A, 
B に、浸潤性腺癌は Noguchi type C 以上に相当する(文献 8-9)。また上皮内腺癌と浸潤性
腺癌の中間にあたり、上皮内腺癌と同様に予後良好な腫瘍群として微尐浸潤性腺癌
(minimally invasive adenocarcinoma, MIA)も定義された(図 1)。MIAは従来の type C’に相
当する。WHO分類において MIAは、①最大径 3cm以下、②単発、③lepidic growth pattern
を主体としている、④浸潤巣が 5mm 以下、という基準を満たす病変と定義されている。従
って、上皮内腺癌ないし微尐浸潤性腺癌であるか、浸潤性腺癌であるかは予後を大きく規
定する因子である。 
肺腺癌の分子生物学的特徴については、EGFRや KRAS、p53の遺伝子変異、あるいは PIK3CA
や BRAF、HER2の増幅、ALK-EML4の融合遺伝子の存在が明らかになっており、これらをター
ゲットとした分子標的薬による治療が盛んに行われている(文献 10-13)。肺腺癌における遺
伝子変異の割合は EGFR が約 50％、KRAS が約 15％、ALK が約 5％、HER2 が約 3％、BRAF が
約 1％であり、EGFR遺伝子変異と、KRAS遺伝子変異は相互排他的とされる(文献 14)。EGFR
は受容体型チロシンキナーゼであり、EGFR 変異があると常に活性化するため、これを標的
とするチロシンキナーゼ阻害薬(ゲフィチニブやエルロチニブなど)が治療に用いられる。
KRASは EGFRの下流でシグナル伝達に関わる RASファミリーの一種である。肺腺癌では粘液
性腺癌で KRAS 変異を有する頻度が高いことが知られている。ALK は正常肺では発現してい
ないが、EML4 との融合遺伝子を生じることで活性化することが発見された。病理組織学的
8 
 
には acinar adenocarcinoma、特に篩状増殖や印環細胞を伴うもので頻度が高い。キナーゼ
阻害薬であるクリゾチニブなどが治療に用いられている。これらは一定の効果を上げてい
るが、肺腺癌の根治には至っていない。根治が困難である理由の一つは、進行肺腺癌を対
象とした治療であることにある。 
野口の type A, Bは 5年生存率 100％と予後がきわめて良好である。従って肺腺癌は上皮
内腺癌までの間に早期発見、治療すれば、ほとんど死亡することなく治癒できる。同時に、
上皮内腺癌から浸潤癌への進行が抑制できれば、無治療で経過観察しても生存することが
可能であるということでもある。従って上皮内腺癌から浸潤性腺癌に至る分子生物学的機
構を解明すれば、浸潤癌で獲得された浸潤あるいは増殖能を抑制する新規の治療につなが
るばかりでなく、高齢や喫煙などによる肺機能の低下、あるいは他臓器の合併症などで外
科治療の困難な症例に対して、上皮内腺癌から浸潤癌への進行を予防することができ、ひ
いては肺腺癌の死亡率改善に寄不することが期待される。 
これらのことから当研究室では、野口の type Aや type B、type C’(すなわち上皮内腺癌
ないし微尐浸潤性腺癌)と、野口の type C(すなわち小型の浸潤性腺癌)の比較を行い、早期
癌から初期浸潤癌への進行に関わる分子異常の同定を試みてきた。これまでに cDNA 
microarray などを用いた上皮内腺癌と小型浸潤癌の比較によって、初期浸潤癌で高発現し
ている遺伝子として stratifin(SFN)や OCIA domain containing 2 (OCAID2)が同定された(文
献 15,17)。また SFN の発現はプロモーター領域の脱メチル化によって制御されていること
9 
 
も明らかにした(文献 16)。SFNの別名は 14-3-3 σであり、14-3-3 familyは様々なタンパ
クと結合して、シグナル伝達や細胞周期調節、アポトーシス、細胞骨栺形成や悪性化に関
わっている。SFN の結合する下流因子について現在研究が進められている。OCIAD2 の機能
についてはほとんど報告がなく、現在機能解析を進めているところである。そのほか
array-comparative genomic hybridization (CGH)による検討では、染色体の 3q26 領域に
遺伝子の増幅が高頻度に認められた。この領域に存在する 7つの遺伝子のうち、epithelial 
cell transforming sequence 2 (ECT2)の増幅は浸潤癌でのみ認められた(文献 18)。ECT2
の発現は核分裂像や Ki-67 labeling index と正に相関していたほか、disease-free 
survival や overall survival とも相関しており、新たな予後因子と考えられた。正常の
ECT2は細胞の核に発現しているが、腫瘍では ECT2の発現は細胞質に移動し、Rho Aや Rac 1、
Cdc42を活性化するとされている。ECT2の局在の変化や機能について現在解析中である。 
 当 研 究 室 の 大 窪 ら に よ っ て 、 A/J マ ウ ス へ の 発 癌 誘 導 物 質
(4-(methylnitrosamino)-1-1(3-pyridyl)-1butanone, NNK)投不により肺腫瘍(肺胞上皮置
換性増殖像を呈する)が発生する際に起こる遺伝子発現異常が cDNA マイクロアレイを用い
て解析され、ラクトフェリンの発現異常が見いだされた。さらに NNK 投不 A/J マウスへの
ラクトフェリンの投不により、腫瘍の発生率が有意に低下すること、肺腺癌細胞株(PC-9、
Calu-3)へのラクトフェリンの投不により、細胞増殖が抑制されることが示された(文献 19)。
その後、当研究室の Liらは、プロテインマイクロアレイにより、ラクトフェリンに結合す
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る蛋白として IGBP1 を同定した(文献 20)。また肺腺癌細胞株(PC-9)にラクトフェリンを投
不すると、細胞増殖が抑制されるほか、アポトーシスが誘導された(図 2)。免疫沈降法によ
る検討では、IGBP1 と PP2Ac(protein phosphatase 2A catalytic unit)は複合体を形成し
ているが、ラクトフェリン投不後に IGBP1-PP2Ac 複合体は減尐すること(図 3A)、さらにラ
クトフェリンの投不量が増加するに従って、ホスファターゼ活性が低下することが示され
た(図 3B)。これらの結果からラクトフェリンと IGBP1 の結合により、IGBP1 と PP2Ac の複
合体形成が阻害され、その結果アポトーシスが誘導されていると考えられた。さらに当研
究室の坂下らにより IGBP1 は、上皮内腺癌に比較して、浸潤性腺癌で有意に高発現してお
り、予後丌良因子であることが明らかにされ、肺腺癌の癌化や浸潤能の獲得に関不してい
ることが想定されている(図 4、文献 21)。 
IGBP1 は元々、リンパ球の B-cell antigen receptor(BCR)複合体の Igαに結合するシグ
ナル伝達物質として同定された蛋白質で、その後リンパ球以外にも様々な臓器や癌に発現
していることが分かっている(文献 22)。生理的には消化管上皮や尿細管上皮、卵管上皮、
中枢神経のグリアや神経細胞などにも発現している。ただし肺では、気管支上皮に低発現
しているものの、肺胞上皮にはほとんど発現していない。IGBP1 は別名を alpha 4 といい、
PP2A や PP4、PP6 の catalytic unit と結合してこれらの制御を行うことが知られている。
そのうち PP2Aは、哺乳類において最も豊富な phosphataseであり、細胞増殖や細胞周期を
コントロールしている重要なものである。IGBP1 と PP2A の catalytic unit(PP2Ac)の結合
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は、PP2Ac の酵素活性や基質特異性を調節しているほか、anti-apoptosis 機能を獲得する
ことが知られており、前述の通り当研究室での先行研究においても確認されている(文献
20,23-34)。 
通常、遺伝子の異常発現の原因としては、遺伝子の増幅や変異、あるいはプロモーター
領域のメチル化などが挙げられるが、IGBP1の異常発現の原因については、遺伝子変異や増
幅の報告はほとんどない。上記のジェネティックあるいはエピジェネティックな異常のほ
かに、遺伝子の異常発現の原因として microRNA(miRNA)の関不が考えられる。miRNA は 20
から 22 塩基の non-coding small RNA であり、対象の mRNA の 3’非翻訳領域(untranslated 
region, UTR)に相補的な塩基配列が存在すると、その部位に結合することにより、翻訳を
負に制御している。これによって miRNA は発生や分化、増殖、細胞周期、アポトーシスの
制御に関わっている。従って、がん遺伝子あるいはがん抑制遺伝子を標的とする miRNA の
発現異常により、がん化がもたらされる。近年、miRNAと悪性腫瘍に関する報告は様々な腫
瘍で相次いでおり、大腸癌や胃癌、肺癌、乳癌、脳腫瘍、リンパ腫など多岐にわたる(文献
35-40)。肺癌では let-7や miR-34a、miR-34b、miR-30の発現低下、miR-21や miR-155、miR-17
の発現増加が知られている。発現の低下するmiRNAのうちlet-7の主な標的はKRASやHRAS、
HMGA2、c-Mycがある。一方、発現の増加する miRNAのうちでは、miR-21の主な標的は PDCD4
や PTEN、TPM1が知られている(文献 41)。 
近年 Chen らが 10 例の primary lung tumor と背景の正常肺を比較したところ、primary 
12 
 
lung tumor で miR-34b の発現の低下がみられたと報告している。その報告には、miR-34b
によって IGBP1の発現が制御されたこと、IGBP1の遺伝子変異や hypomethylationは認めら
れなかったことも含まれていた(文献 42)。 
以上から、IGBP1の過剰発現には miR-34bを含む miRNAが関不していると考え、本研究で
は上皮内腺癌・微尐浸潤性腺癌から、浸潤性腺癌への進行する段階で発現が亢進している
IGBP1の発現制御に関わる新規の miRNAの探索は、予後に関わる野口分類、WHO分類などの
病理組織学的特徴を分子レベルで説明できると考え、小型浸潤性腺癌と微尐浸潤性腺癌を
用いた microRNA アレイ解析によって、IGBP1を制御する miRNAを解析した。さらに、肺腺
癌細胞株を用い、得られた候補 miRNA の IGBP1 の過剰発現とがんの増殖への関不ついての
検討を行った。 
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2.材料と方法 
 
2-1.材料 
筑波大学附属病院において外科切除が施行された肺腺癌症例から検体を採取した。
microRNA アレイ解析に用いた初期肺腺癌は小型(最大径 2.0cm 以下)であるため、腫瘍の新
鮮な割面を、cell scraper を用いて擦過することで腫瘍細胞を得た(図 5)。同時に細胞診
標本を作成することで、腫瘍細胞が得られていることを確認した(図 6)。後に微尐浸潤性腺
癌(MIA)と診断された 1例と、小型浸潤性腺癌(Noguchi type C)と診断された 2例、計 3例
を microRNAアレイ解析に用いた。 
また免疫組織化学により IGBP1陽性を確認した浸潤性腺癌 6例と、IGBP1 陰性を確認した
上皮内腺癌 7 例、それぞれの周囲正常肺組織の凍結材料を microRNA の real-time RT-PCR
に用いた。 
miRNA や IGBP1-specific siRNA (siIGBP1)のトランスフェクション実験には肺腺癌細胞
株(PC-9, A549)を用いた。肺腺癌細胞株は理研細胞材料開発室から購入した。 
PC-9は RPMI 1640培地(ThemoFisher Scientific, Waltham, MA)、A549は Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium/F12 (DMEM/F12)培地(ThermoFisher Scientific)を使用して、5％CO2、37℃
の条件で培養した。いずれも 10％fetal bovine serum(FBS) (Corning, NY)を添加したもの
を用いた。 
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2-2.microRNAアレイ解析 
肺腺癌 3症例(小型浸潤性腺癌 2例、微尐浸潤性腺癌 1例)の新鮮材料から得られた total 
RNA を用いて、miRCURY LNA( Exiqon, Vedbaek, Denmark)による microRNA アレイ解析を施
行した。このキットにより検討される human microRNA は 1223 種である。有意な発現の変
化とする閾値は 2倍以上の増加あるいは低下とした。 
 
2-3.TargetScan Human 
イン ターネッ ト上で利用 でき る miRNA のデー タベース である TargetScan 
Human(http://www.targetscan.org)を用いて、配列から IGBP1 を標的とすると推定される
miRNAを検索した。用いた versionは release 6.2である。 
 
2-4.免疫組織化学 
4μm厚で薄切した後に、脱バラフィンおよび再水和処理を行い、10mM のクエン酸バッフ
ァー(pH6.0)に浸して、120℃5分間のオートクレーブ処理により抗原の賦活化を行った。そ
の後、ペルオキシダーゼ活性のブロッキングのために室温の chemMate POD Blocking 
Solution (Dako, Copenhagen, Denmark)で 5分反応させた。250倍に希釈した抗 IGBP1抗体
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO) に よ る 一 次 抗 体 反 応 を 室 温 で 30 分 、
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Envision+DualLink(Dako)による二次抗体反応を室温で 30分行い、DAB substrate kit(Dako)
により発色した。核染色は Hematoxylin染色で行った。 
 
2-5 .total RNA抽出とリアルタイム RT-PCR 
メーカー提供のプロトコルに従い、 mirVana miRNA isolation kit (ThermoFisher 
Scientific)を用いて total RNA を抽出した。それぞれの mature miRNA の分析のために、
TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher Scientific) およびそれぞ
れの miRNAに特異的な primer(TaqMan micoRNA assay, ThermoFisher Scientific)を用いて
total RNAを逆転写した。 内因性コントロールとして、U6 snRNAを使用した。 
 TaqMan Universal PCR Master Mix II (ThermoFisher Scientific)を用いて、 GeneAmpVR 
7300 Sequence Detection System (ThermoFisher Scientific)による miRNA のリアルタイ
ム RT-PCR（real-time RT-PCR)を施行した。IGBP1の mRNAの評価では、Highcapacity cDNA 
Reverse Transcription Kit (ThermoFisher Scientific)と Power SYBR Green PCR Master mix 
(ThermoFisher Scientific)を用いて逆転写および real-time RT-PCRを施行した。 
IGBP1の real-time RT-PCRに用いたプライマーは以下の通り。 
forward; 5’-GGCATCAACTTCTAACTCATCTCG-3’,  
reverse; 5’-CTCATACCAGTCACTCACCGTCAT-3’. 
18S real-time RT-PCRに用いたプライマーの配列は以下の通り。  
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forward; 5’-ACTCAACACGGGAAACCTCA-3’,  
reverse; 5’-AACCAGACAAATCGCTCCAC-3’. 
 
2-7.miRNA mimicと IGBP1-specific siRNAのトランスフェクション 
miRNA mimic (ThermoFisher Scientific)または IGBP1-specific siRNA (siIGBP1)または
scrambled RNA (Stealth RNAi Negative Control Medium GC Duplex, ThermoFisher 
scientific)と lipofectamine RNAiMAX (ThermoFisher Scientific)を Opti-MEM/ reduced 
serum medium (ThermoFisher Scientific)を 6 ウェルプレート上で混合した。室温で 20分
反応させた後に、それぞれ antibiotics-free の RPMI培地、DMEM/F12培地で懸濁した PC-9
または A549(濃度は 6 万/ml)を混合液に加えて 37℃、5％CO2の条件で 24時間から 72時間培
養した。miRNA mimic の最終濃度は 30nMである。 
 siIGBP1の配列は以下の通り。 
5’-GAUCCUGAGAGAAAGAGACUCUUCA-3’ 
 
2-8.ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
IGBP1 の 3’-untranslated region (UTR)の配列を含んだ firefly luciferase reporter 
plasmid (MirTaget-IGBP1-3’UTR, cat no #SC204862)は Origene Technologies (Rockvile, 
MD)より購入した。またmiR-3941の標的配列に変異を挿入した pMirTarget-IGBP1-3’UTR-Mut
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を作製するために, WT clone をテンプレートとして IGBP1 3’UTR 変異配列を増幅し、
pMirTarget plasmid の SgfIと MluIの制限酵素配列間に挿入した。pMirTaget-IGBP1-3’UTR
または pMirTaget-IGBP1-3’UTR-Mutと miRNA mimicまたは negative control RNA duplex(NC 
duplex, ThermoFisher Scientific)をそれぞれ FuGene HD transfection reagent (Promega, 
Madison, WI)、lipofectamin RNAiMAX(ThermoFisher Scientific)を用いて、96ウェルプレ
ートに播種した A549 にコトランスフェクションした。pRL-TK (Promega)も内因性コントロ
ールとして同時にトランスフェクションした。 
A549は計 48時間培養した後に、luciferase activityを dual-luciferase reporter assay 
kit (Promega)とマイクロプレートリーダー(Varioskan LUX, ThermoFisher scientific)を
用いて計測した。 
 
2-9.ウェスタンブロット 
 Proteaseと phosphatase inhibitor cocktail (ThermoFisher Scientific)を含んだ、M-PER 
Mammalian Protein Extraction Reagent (ThermoFisher Scientific)を用いて、氷上で細
胞ライセートを調整した。ライセートを 4℃で 10 分間遠心し、丌溶性の分画を除去した。
タンパク質の濃度は BCA protein assay kit (ThermoFisher Scientific)を用いて測定した。
タンパク質溶液(20μg)と loading buffer、DTTを混合して、95℃で 5分間変性させた後に、
10％または 12％ Mini-PROTEAN TGX Precast Gels (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)
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を用いて電気泳動した。タンパク質は iBlotTM gel transfer system (ThermoFisher 
Scientific)を用いて polyvinylidene difluoride membrane に転写した。ブロッキングの
後に以下の一次抗体を反応させた。 
IGBP1 (1:200, Sigma-Aldrich Co), β -actin (1:5000,ThermoFisher Scientific), 
caspase 3 (1:500, Cell signaling technology, Denvers, MA), cleaved caspase 3 (1:500, 
Cell signaling technology), PARP (1:1000, Cell signaling technology) 
 Horseradish peroxidase を結合した二次抗体と反応させ、SuperSignal West Femto 
Maximum Sensitivity substrate (ThermoFisher Scientific)と ChemiDoc Touch Imaging 
System (Bio-Rad Laboratories)を用いてバンドを可視化した。 
 アポトーシス検出の陽性コントロールには、camptothecin (Sigma-Aldrich Co, final 
concentration 10μM)で処理した PC-9 のライセートを用いた。陰性コントロールには、未
処理の PC-9ライセートを用いた。 
 
2-10. WST-8アッセイ 
6ウェルプレートに細胞株を播種し、培養した。 細胞数は 血球計数機で測定した。Cell 
counting kit-8 (DOJINDO, Kumamoto, Japan)を用いて、プロトコルに従い WST-8 アッセイ
を施行した。Flexi Vector system (Promega)を用いて IGBP1 ORF 配列を pF4A_CMV Flexi 
vector (Promega)に挿入した. miR-3941 mimic と同時に pF4A_CMV_IGBP1 (pIGBP1)を細胞
19 
 
株にトランスフェクションし、miR-3941 による細胞数の抑制効果が消失するか検討した。
pGFPを陰性コントロールとして使用した。 
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3.結果 
 
3-1.microRNAアレイ解析 
微尐浸潤性腺癌(MIA)に対して、小型浸潤性腺癌(Noguchi type C)で 2 倍以上に高発現し
ている miRNA は、type C case 1 と case 2 の結果を併せて 63 個であった(表 1、表 2)。反
対に微尐浸潤性腺癌に対して、小型浸潤性腺癌(Noguchi type C)で、0.5倍以下に低発現と
なっている miRNAは併せて 108個であった(表 3、表４)。 
 microRNAアレイ解析に用いた症例の組織像と IGBP1免疫染色像を示す(図 7、図 8)。小型
浸潤性腺癌は IGBP1陽性、微尐浸潤性腺癌は IGBP1陰性である。 
 
3-2.TargetScan Humanによる検索 
インターネット上で利用可能な miRNAのデータベースである TargetScan Human(ver.6.2)
を用いて、IGBP1の 3’-UTRとの結合が推定される miRNAを検索した。その結果、リストアッ
プされた miRNA は 79 個あった(図 9)。この中には、これまでに IGBP1 との関連が報告され
ている miR-34b も含まれていた。そのほかのリストアップされた miRNA の中に IGBP1 との
関連が報告されているものはなかった。 
 
3-3. 候補 miRNAの絞り込み 
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microRNA アレイ解析の結果と、TargetScan Human の検索結果に共通して含まれていた 6
個の miRNAを以降の検討における候補 miRNAとして選んだ。具体的には miR-34b, miR-138, 
miR-374a, miR-374b, miR-1909, miR-3941である。MIAと比較した Type Cでのそれぞれの
miRNA の発現(fold-change)は順に、2.021、0.408、2.193、0.344、2.435、0.465 である。
候補 miRNA6個の中には、これまで IGBP1との関連が報告されていた miR-34bも含まれてい
た(図 10、表 5) 
 
3-4. 肺腺癌における候補 miRNAの発現の検討 
 6症例の浸潤性腺癌の腫瘍部、7症例の上皮内腺癌の腫瘍部、およびそれぞれの背景の正
常肺からそれぞれ total RNA を抽出して、候補 miRNAの発現を real-time RT-PCRによって
解析した。Real-time RT-PCRに用いた浸潤性腺癌はいずれも IGBP1陽性、上皮内腺癌は IGBP1
陰性であった(図 11)。 6 個の候補 miRNA のうち miR-34b、miR-138、miR-374a、miR-1909、
miR-3941 は正常肺に比較して、浸潤性腺癌では有意に発現が低下していた(図 12)。p 値は
順に 0.0125、0.000816、0.0103、0.0329、0.0339であった。浸潤性腺癌と上皮内腺癌の間
では有意差は得られなかったが、正常から上皮内腺癌、浸潤性腺癌と進行するにつれて、
これらの miRNA の発現は段階的に低下する傾向がうかがえた。miR-374b も正常肺に比較し
て、浸潤性腺癌では発現が低下する傾向があったが、有意差は得られなかった(p値＝0.233)。 
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3-5. ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
 候補 miRNA のいずれが実際に IGBP1 を直接の標的としているかを確認するために、
dual-luciferase reporter assayによる解析を行った。IGBP1の 3’-UTR配列を含んだ firefly 
luciferase reporter plasmid と、それぞれの miRNA mimic を A549 にコトランスフェクシ
ョンした。内因性コントロールとして、Renilla luciferase reporter plasmid も同時に
transfectionした。挿入されている IGBP1 3’UTR配列は、6個の候補 miRNAすべての標的と
なる相補的塩基配列を含んでいる。miR-34b と miR-3941 のトランスフェクションによりル
シフェラーゼ活性はそれぞれ 20％、40％と有意に低下した(図 13a)。そのほかの
miRNA(miR-138、miR-374a、miR-374b、miR-1909)では、ルシフェラーゼ活性の低下は認め
られなかった。一方、標的配列に変異を挿入すると、miR-3941 によるルシフェラーゼ活性
の低下は生じなかった(図 13bおよび c)。 
 
3-6.miRNA mimicのトランスフェクションによる IGBP1に対する効果 
 続いて、候補 miRNA のトランスフェクションによる、IGBP1 の mRNA、蛋白の発現の評価
を行った。A549に miRNA mimicをトランスフェクションしてから 48時間後に total RNAと
蛋白を抽出した。Real-time RT-PCR による IGBP1 mRNA の評価では、miR-3941 のトランス
フェクションにより IGBP1 は 50％以下に抑制された。一方、miR-34b では有意な抑制は認
められなかった(図 14)。 miR-138は 60％程度、miR-374aは 80％程度に減尐した。miR-374b
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や miR-1909はほとんど変化しなかった。ウェスタンブロットによる IGBP1蛋白の検出では、
miR-34b、miR-3941 いずれでも IGBP1 の抑制が認められた(順に約 50％、60％。図 15)。た
だし、miR-138 や miR-374a、miR-374b のトランスフェクションにおいても、IGBP1 はそれ
ぞれ 30％程度、30％程度、50％程度と抑制された。miR-1909のトランスフェクションでは
IGBP1はほとんど変化しなかった。 
  
3-7.miRNA mimicのトランスフェクションによる肺腺癌細胞株の細胞数とアポトーシスに対
する効果 
 ルシフェラーゼレポーターアッセイや miRNA mimic トランスフェクション実験の結果か
ら、miR-34b と miR-3941 に注目して、肺腺癌細胞株の細胞数およびアポトーシスに対する
効果を検証した。 miR-34b、miR-3941、siIGBP1をトランスフェクションして、経時的に細
胞数を計測した。陰性コントロールとして scranmbled RNAを使用した。 miR-34bと miR-3941
はいずれも肺腺癌細胞株(PC-9と A549)の細胞数の増加を有意に抑制した(図 16)。特に PC-9
においてその抑制効果は顕著であった。さらに miR-3941のトランスフェクションと同時に
IGBP1 を過剰発現させると、miR-3941 による細胞数の抑制効果は消失して、陰性コントロ
ールと同程度となった(図 17)。一方、IGBP1 を単独で強制発現させても、細胞数の有意な
増加は認められなかった。 
そのほかの候補 miRNA mimic 投不による細胞数に対する効果は図 18に示す。ここでは陰
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性コントロールとして negative control RNA duplex(NC duplex)を用いた。miR-138 と
miR-1909 のトランスフェクションでは、陰性コントロールに比較して細胞数が有意に抑制
されたが、miR-374aおよび miR-374bのトランスフェクションでは細胞数の変化は明らかで
なかった。 
 すでに述べた様に IGBP1は抗アポトーシス機能を有しているため、PC-9を用いて、miR-34b
と miR-3941のアポトーシスに対する効果を検証した。その結果、miR-3941や siIGBP1のト
ランスフェクション後、IGBP1の発現が有意に抑制されたほか、アポトーシスの指標である
cleaved caspase-3 や cleaved PARP が有意に誘導された(図 19)。一方で、miR-34b による
IGBP1の抑制や cleaved caspase-3や cleaved PARPの誘導は、miR-3941 に比較して顕著で
なかった。 
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4.考察 
 
小型浸潤性腺癌と MIA を用いた microRNA アレイ解析で発現量が変化していた miRNA と、
TargetScan Human により挙げられた、IGBP1 を標的とすることが推定される miRNA の両者
で共通するものとして、6個の miRNA (miR-34b、miR-138、 miR-374a、 miR-374b、miR-1909、
miR-3941 )を IGBP1 制御 miRNA の候補として検討した(図 10)。これらの miRNA の発現レベ
ルは、浸潤性腺癌で抑制されていた(図 12)。6 個の miRNA のうち miR-34 family(miR-34a、
miR-34b、miR-34c)と悪性腫瘍の関係については多数の報告がある。先に述べた Chen らは
肺の腫瘍での miR-34b の発現の低下や、細胞株での検討において、miR-34bのトランスフェ
クションにより IGBP1 が抑制されることや、ルシフェラーゼレポーターアッセイによる
IGBP1 との interaction を報告している(文献 42)。ただし、対象となった肺の腫瘍につい
ての詳細は丌明であり、腺癌以外にも扁平上皮癌なども含まれている可能性がある。また
miR-34bによる IGBP1の抑制を示した実験で用いられた細胞株は、human hepatic tumor cell 
line(SMMC)や AFB1-induced transformed cell(L02RT-AFB1)であり、肺腺癌細胞株ではなか
った。したがって、肺腺癌における miR-34b の発現や肺腺癌細胞株を用いた検討を行う必
要があった。また miR-34 family は p53 の下流における制御因子として広く知られている
miRNA であり、細胞周期や増殖、アポトーシスに関わる、c-MYC や CDK6、c-MET、bcl-2 な
どを標的としている(文献 43)。IGBP1 制御における主たる miRNA でない可能性も考えられ
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た。 
miR-34b 以外の候補と IGBP1 の関係についての報告はこれまでなかった。今回検討した
miRNAは miR-34b、miR-138、miR-374a、miR-374b、miR-1909、miR-3941の 6種類であるが、
それらの miRNAと悪性腫瘍に関する主たる報告は以下の通りである。 
miR-138と悪性腫瘍については様々な報告されているが、肺癌については、非小細胞肺癌
において downregulationしていることや、enhancer of zeste homolog 2 (EHZ2)や cyclin 
D3を標的としていることが報告されている(文献 44-45)。 一方、miR-1909や miR-374と悪
性腫瘍についての報告は尐ない。miR-1909 については、直腸癌の化学放射線療法への感受
性の検討において言及がある。すなわち化学放射線療法後の病理学的完全寛解(pCR)群と非
完全寛解(non-pCR)群でいくつかの miRNAの発現に有意差があり、miR-1909は non-pCRに比
較して pCR群で upregulationしていた、とされている(文献 46)。そのほか、小細胞肺癌で
の miRNAの発現異常の報告があり、miR-374がそのうちの 1つに含まれている(文献 47)。 
miR-3941 と悪性腫瘍の関連についての報告はほとんどない。唯一、急性リンパ性白血病
(acute lymphoblastic leukemia, ALL)において insulin-like growth factor (IGF)の 3’UTR
の遺伝子多型が、いくつかの miRNA との結合性に影響し、患者予後と関不すると報告され
ており、この miRNAの中に miR-3941も含まれていた(文献 48)。固形腫瘍における miR-3941
の標的の同定と、悪性化への関不の報告は本研究が初めてである。 
 ルシフェラーゼレポーターアッセイの結果、6 個の候補 miRNA のうちで、miR-34b と
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miR-3941 のトランスフェクションによってルシフェラーゼ活性が低下したことから、
miR-34bと miR-3941 の 2つが IGBP1を標的にしていると考えられた(図 8)。miR-34bについ
ては Chenらの報告と合致する結果である。この 2つを細胞株へトランスフェクションする
ことにより細胞数の増加が抑制された(図 11)。さらに IGBP1の過剰発現により miR-3941に
よる細胞数の抑制効果は消失したことから、miR-3941 による細胞数の抑制効果は IGBP1 を
介したものと考えられる。A549 を用いた検討では、miR-34b、miR-3941 ともに IGBP1 を同
程度に抑制したが、PC-9 を用いた検討では IGBP1 の発現抑制やアポトーシスの誘導に対す
る miRNA mimic トランスフェクションの効果は miR-34b に比較して、miR-3941 の効果が高
かった(図 13)。PC-9 と A549はそれぞれ EGFRの遺伝子変異、KRASの遺伝子変異を有してお
り、同じ肺腺癌細胞株の中でも異なった背景を有している。miR-34bの効果の違いは、この
ような性質の違いが影響している可能性があるが、miR-34b に比べて miR-3941 はより効果
的な IGBP1の抑制因子である可能性がある。 
 一方、miR-34b と miR-3941 以外の 4 個の miRNA は、ルシフェラーゼアッセイにおいて、
ルシフェラーゼ活性の低下を来さなかったことから、IGBP1を直接の標的としているとは考
えられないが、miR-138 や miR-374a、miR-374b のトランスフェクションにおいても IGBP1
の発現は減尐した(図 15)。機序は丌明なものの、別の標的を介した間接的な効果により
IGBP1の発現に影響した可能性があり、この結果はほかの細胞株においても検討する余地が
ある。 
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 本研究では IGBP1 に注目し、これを制御する miRNA を同定することを目的として、
TargetScan Human による絞り込みを行ったが、今回候補 miRNA とした 6 個以外にも MIA と
type Cとの間で発現が異なっているmiRNAがmicroRNAアレイ解析において多数認められた。
その中には、すでに肺癌での発現の低下あるいは増加が知られている let-7 や miR-155、
miR-17、miR-30、miR-34b 以外の miR-34 family (miR-34c)も含まれていた。特に miR-30
は MIA に比較して type C で低発現である群の上位に挙がっていた(miR-30b、miR-30d、
miR-30aの case 1における fold-changeは順に 0.222, 0.224, 0.398)。microRNAアレイ解
析で挙がった miRNA について、それぞれ標的となりうる miRNA は無数に存在するため、新
規の標的遺伝子を有する miRNAの同定は困難だった。しかし多数症例を用いた microRNAア
レイ解析を施行して、type C と AIS/MIA との間で発現の変化が顕著な miRNA について、細
胞株へのトランスフェクション実験を行い、cDNA アレイ解析やプロテインアレイ解析を行
うことによって、肺腺癌の初期において発現の変化する、新たな標的遺伝子を同定できる
可能性がある。 
 本研究で検討した IGBP1 をはじめとして、これまで当研究室で研究してきた ECT2 や SFN
は増殖に関不する遺伝子であるが、野口 type A あるいは B から type C への移行において
は、浸潤能の獲得も必要であるため、増殖だけでなく、浸潤を制御する遺伝子の同定が今
後の課題である。本研究では invasion assay などによる浸潤能の評価は行っていないが、
IGBP1(alpha4)と浸潤については、膀胱癌において alpha4が E-cadherinを制御することで、
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浸潤や転移に関不しているとの報告もあり(文献 49)、今後肺腺癌においても IGBP1 と浸潤
能の関連について検討したい。また浸潤と関連の深い悪性化の過程として、上皮間葉転換
が近年注目されており、miR-200 family(miR-200, miR-141, miR-429)が Zeb1 および Zeb2
を抑制することで、E-cadherin の発現を制御し、上皮間葉転換を抑制しているとされてい
る(文献 50)。本研究で得られた microRNA アレイ解析の結果では、miR-200 family の有意
な変化は認められなかったが、上皮間葉転換に関わる miRNA としては miR-146 が含まれて
いた。miR-146 は Notch2 を標的とすることで上皮間葉転換を抑制していると報告されてい
る(文献 51)。miR-146や miR-200 familyといった上皮間葉転換に関わる miRNAの発現を検
討することや、先に述べた新たな標的遺伝子の同定を通して、浸潤の制御機構の解明も期
待される。 
 近年 miRNA mimic は治療薬として注目されており、様々な実験結果が報告されている。
miRNA単剤での投不や、既存の化学療法薬との併用、あるいは複数の miRNAを組み合わせた
投不実験なども試みられている(文献 52-53)。miRNA補充療法における課題は投不方法であ
る。miRNAはそのまま投不すると生理的に分解されやすく、輸送のための担体が必要となる。
この担体に用いる物質については様々な研究がされているが、cationic solid lipid 
nanoparticle を用いて、静脈投不により効率的に肺に輸送できたとする報告もある(文献
49)。現在米国の Mirna Therapeutics 社の開発した MRX34 による、肝癌などを対象とした
第 I相臨床試験が進行している。MRX34は liposomeというナノパーティクルにより miR-34a 
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mimic をパッケージした薬剤であり、この臨床試験では静脈投不による検討を行っている。
反対に miRNA を阻害する治療薬としては、C 型肝炎治療薬として開発された Miravirsen の
第 II 相臨床試験が進行している。これは miR-122 の阻害薬である。しかしながら miR-34 
mimicを含むほとんどの化学療法は進行癌を対象とした治療法であるが、進行癌の治療成績
の改善には限界がある。従って、いかに初期癌の段階で進行を抑制するかが、今後の治療
戦略でより重要となる。 IGBP1 は肺腺癌の進行に従って有意に発現が亢進する。浸潤性腺
癌ではほとんど全ての症例で発現が亢進するが、興味深いことに IGBP1 陽性となる腫瘍で
は、その浸潤部だけでなく、その周囲の非浸潤部の腫瘍細胞でも同様に IGBP1 が陽性とな
る。すなわち、IGBP1陰性の上皮内腺癌の腫瘍細胞と、IGBP1陽性である浸潤性腺癌の非浸
潤部の腫瘍細胞とは同一の組織形態を示すものの、潜在的な悪性度が異なっていることが
示唆される。従って、肺腺癌の初期の段階で、IGBP1を抑制することは、癌の進行を抑える
ための重要な治療戦略となり得る。今回 miR-3941が IGBP1をより効果的に標的とする可能
性が示された。肺腺癌の治療への応用としては、高発現している IGBP1 を標的とした、抗
IGBP1抗体による分子標的療法も考えられるが、IGBP1は肺では気管支上皮に低発現してい
るのみであるものの、もともと発見された B リンパ球に発現しているだけでなく、消化管
上皮や尿細管上皮、卵管上皮、あるいは中枢神経のグリアや神経細胞にも発現している。
抗 IGBP1 抗体療法による治療効果は期待できるものの、消化管などの他臓器や免疫系に対
する副作用が生じる恐れがある。一方で、miR-3941 は正常でも発現しており、この発現が
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低下することで肺腺癌の悪性化に関不していると考えられるため、miR-3941 の補充により
IGBP1の高発現を抑制する方法は、標的である腫瘍以外の臓器や免疫系に対する副作用が尐
ないことが期待される。 
初期肺腺癌に対する miR-3941 mimicの投不は初期段階での治癒、あるいは癌の進行の抑
制をもたらす可能性がある。今後はマウスを用いた実験で、miR-3941 による IGBP1 を介し
た腫瘍抑制効果の検証を行い、治療薬としての応用の可能性を検討していきたい。 
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5.総括 
 
 当研究室の先行研究により、肺腺癌の進行に従って IGBP1の発現が亢進することが示され
ている。本研究では、IGBP1 を抑制する miRNA として新規に miR-3941 を同定した。肺腺癌
細胞株を用いた実験では、miR-3941 mimic のトランスフェクションにより細胞増殖の抑制
と IGBP1の発現の抑制、アポトーシスの誘導をもたらすことが示された。IGBP1を標的とし
た、miR-3941の肺腺癌への治療応用が期待される。 
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表 1. microRNAアレイ解析において MIAに比較して type C case 1で高発現であった miRNA 
miRNA Fold change 
hsa-miR-449b 32.711  
hsa-miR-449a 25.638  
hsa-miR-449c 15.570  
hsa-miR-4301 11.394  
hsa-miR-34c-5p 7.631  
hsa-miR-34b* 6.516  
hsa-miR-223 3.835  
hsa-miR-199a-5p 3.175  
hsa-miR-126 2.986  
hsa-miR-142-5p 2.960  
hsa-miR-155 2.853  
hsa-miR-142-3p 2.627  
hsa-miR-143 2.588  
hsa-miR-140-3p 2.335  
hsa-miR-34c-3p 2.316  
hsa-miR-424 2.311  
hsa-miR-181a 2.307  
hsa-miR-22 2.247  
hsa-miR-374a 2.193  
hsa-miR-106a 2.187  
hsa-miR-17 2.183  
hsa-miR-542-3p 2.152  
hsa-miR-146a 2.141  
hsa-miR-190 2.123  
hsa-miR-589 2.098  
hsa-miR-15a 2.089  
hsa-miR-205 2.068  
hsa-miR-487b 2.043  
hsa-miR-4275 2.033  
hsa-miR-486-5p 2.027  
hsa-miR-34b 2.021  
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表 2. microRNAアレイ解析において MIAに比較して type C case 2で高発現であった miRNA 
miRNA Fold change miRNA Fold change 
hsa-miR-4301 7.878  hsa-miR-181a-5p 2.427  
hsa-miR-3182 7.366  hsa-miR-130b-5p 2.403  
hsa-miR-205-5p 7.361  hsa-miR-210 2.366  
hsa-miR-3124-5p 5.049  hsa-miR-892a 2.339  
hsa-miR-1248 3.995  hsa-miRPlus-J1003 2.337  
hsa-miR-135b-5p 3.592  hsa-miRPlus-A1073 2.331  
hsa-miR-124-3p 3.246  hsa-miR-4297 2.297  
hsa-miR-424-5p 3.233  hsa-miR-2355-3p 2.288  
hsa-miR-3196 3.212  hsa-miRPlus-C1110 2.286  
hsa-miR-146b-3p 3.041  hsa-miR-1 2.234  
hsa-miR-4268 3.040  hsa-miR-378b 2.140  
hsa-miR-375 2.798  hsa-miR-718 2.121  
hsa-miR-196a-5p 2.660  hsa-miR-3591-3p 2.119  
hsa-miR-485-3p 2.555  hsa-miR-3183 2.116  
hsa-miR-483-3p 2.544  hsa-miR-300 2.110  
hsa-miR-20b-5p 2.542  hsa-miR-665 2.102  
hsa-miR-3665 2.536  hsa-miR-3651 2.077  
hsa-miR-135a-5p 2.535  hsa-miR-3171 2.061  
hsa-miRPlus-C1049 2.485  hsa-miR-195-5p 2.044  
hsa-miR-1909-3p 2.435  hsa-miR-196b-5p 2.020  
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表 3. microRNAアレイ解析において MIAに比較して type C case 1で低発現であった miRNA 
miRNA Fold change miRNA Fold change 
hsa-miR-30b 0.222  hsa-let-7e 0.435  
hsa-miR-30d 0.224  hsa-miR-1908 0.445  
hsa-miR-659 0.253  hsa-miR-1246 0.447  
hsa-miRPlus-G1246-3p 0.287  hsa-miR-765 0.448  
hsa-miR-181a-2* 0.297  hsa-miR-30c-1* 0.449  
hsa-miR-30b* 0.312  hsa-miR-518e* 0.463  
hsa-miR-3687 0.337  hsa-miR-548t 0.464  
hsa-miR-642b 0.341  hsa-miR-505* 0.464  
hsa-miR-483-5p 0.350  hsa-miR-630 0.468  
hsa-miR-675 0.354  hsa-miRPlus-A1015 0.469  
hsa-miR-1290 0.371  hsa-miR-3654 0.471  
hsa-miR-711 0.376  hsa-miR-1915 0.474  
hsa-miR-4306 0.381  hsa-miR-1304 0.481  
hsa-miR-4299 0.389  hsa-miR-936 0.482  
hsa-miR-628-3p 0.392  hsa-miR-3196 0.483  
hsa-miR-30a 0.398  hsa-miR-1469 0.484  
hsa-miRPlus-J204* 0.401  hsa-miR-513a-5p 0.486  
hsa-miR-3121-3p 0.408  hsa-miR-149* 0.486  
hsa-miR-1275 0.409  hsa-miR-4292 0.489  
hsa-miR-3173-3p 0.421  hsa-miR-4285 0.493  
hsa-miR-1253 0.424  hsa-miR-516b 0.495  
hsa-miR-744 0.429  hsa-miR-3939 0.498  
hsa-miRPlus-C1114 0.430  hsa-miR-3202 0.499  
hsa-miR-3609 0.432    
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表 4. microRNAアレイ解析において MIAに比較して type C case 2で低発現であった miRNA 
miRNA Fold change miRNA Fold change miRNA Fold change 
hsa-miRPlus-G1246-3p 0.109  hsa-miR-191-5p 0.321  hsa-miR-101-3p 0.426  
hsa-miR-3607-3p 0.134  hsa-miR-299-5p 0.328  hsa-miR-1260b 0.431  
hsa-miR-193a-3p 0.143  hsa-miR-505-5p 0.334  hsa-miR-222-3p 0.435  
hsa-miR-146b-5p 0.144  hsa-miR-1253 0.335  hsa-miR-30e-3p 0.435  
hsa-miR-342-3p 0.149  hsa-let-7f-1-3p 0.337  hsa-miR-144-3p 0.438  
hsa-miR-659-3p 0.150  hsa-miR-374b-5p 0.344  hsa-miR-4291 0.449  
hsa-miR-30b-5p 0.160  hsa-miR-3195 0.344  hsa-miR-193b-5p 0.451  
hsa-miR-3653 0.194  hsa-miR-23b-3p 0.351  hsa-miR-378a-3p 0.453  
hsa-miR-1280 0.199  hsa-miR-22-3p 0.362  hsa-miR-3618 0.455  
hsa-miRPlus-C1100 0.212  hsa-miR-508-5p 0.369  hsa-miR-589-5p 0.459  
hsa-miRPlus-A1015 0.215  hsa-miR-483-5p 0.369  hsa-miR-936 0.460  
hsa-miR-628-3p 0.215  hsa-miR-361-3p 0.369  hsa-miR-3941 0.465  
hsa-miR-1252 0.232  hsa-miR-1260a 0.372  hsa-miR-323a-3p 0.466  
hsa-miR-1275 0.233  hsa-miR-4306 0.372  hsa-let-7g-5p 0.474  
hsa-miR-4258 0.239  hsa-miR-181a-2-3p 0.374  hsa-miR-597 0.475  
hsa-miR-3607-5p 0.247  hsa-miR-492 0.387  hsa-miR-3161 0.477  
hsa-miR-146a-5p 0.252  hsa-miR-142-5p 0.391  hsa-miR-3646 0.478  
hsa-miR-23a-3p 0.260  hsa-miR-640 0.393  hsa-miR-3174 0.478  
hsa-miR-675-5p 0.271  hsa-miR-944 0.393  hsa-miR-320b 0.483  
hsa-let-7b-5p 0.280  hsa-miR-30d-5p 0.400  hsa-miR-3144-5p 0.486  
hsa-miR-3142 0.298  hsa-miR-103a-3p 0.403  hsa-miR-627 0.488  
hsa-miR-30b-3p 0.302  hsa-miR-208a 0.407  hsa-miR-223-3p 0.491  
hsa-miR-30c-5p 0.308  hsa-miR-138-1-3p 0.408  hsa-miR-320a 0.491  
hsa-miR-24-3p 0.315  hsa-miR-376b 0.408  hsa-miR-711 0.492  
hsa-miR-140-3p 0.315  hsa-miR-518e-5p 0.408  hsa-miR-382-3p 0.493  
hsa-miR-151a-5p 0.318  hsa-miR-548e 0.415  hsa-miR-513a-5p 0.494  
hsa-miR-518d-5p 0.319  hsa-miR-519e-5p 0.424  hsa-miR-3202 0.498  
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表 5. microRNAアレイ解析により明らかになった IGBP1を標的とする候補 miRNA 
miRNA Fold change 
miR-34b 2.02  
miR-138 0.407  
miR-374a 2.19  
miR-374b 0.344  
miR-1909 2.44  
miR-3941 0.465  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
47 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 野口分類と WHO 分類第 4版の対応 
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図 2. 肺腺癌細胞株に対する Lf投不実験 
肺腺癌細胞株 PC-9 に対して bovine lactoferrin(bLf)を投不すると、投不量が増加するに
従って、WST-1アッセイにおいて吸光度が減尐した(A)。同様に bLf投不により PC-9におけ
る APAF-1の発現が有意に増加し(B)、cleaved caspase-3が出現した(C)。 
文献 19より引用、一部改変。 
 
 
■PC-9 
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図 3. Lf と IGBP1、PP2Ac の結合の検討および Lf 投不によるホスファターゼ活性の変化の
検討 
免疫沈降法による検討において、IGBP1 と PP2Ac は複合体を形成しており、また IGBP1 と
Lf は結合するが、Lf 投不後に Lf-IGBP1-PP2Ac の複合体として存在するものは尐量であっ
た(A)。また、ラクトフェリンの投不量が増加するに従って、ホスファターゼ活性は低下し
た(B)。文献 19より引用。 
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図 4. 小型肺腺癌における IGBP1陽性率 
上皮内腺癌(type Aおよび B)に比べて、浸潤性腺癌(type C、D、E、および F)で有意に IGBP1
は高発現している。文献 17より引用、一部改変。 
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図 5. microRNAアレイ解析に用いた検体の採取法 
腫瘍割面を擦過して細胞を採取した。採取した細胞から total RNAを抽出して microRNAア
レイ解析を施行した。同時に細胞診標本を作成して、腫瘍細胞が含まれていることを確認
した。 
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array 
遠心 
細胞診 
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図 6. 採取した検体の細胞像 
microRNAアレイ解析のための検体採取時に、同時に細胞診標本を作製した(パパニコロウ染
色)。採取した検体には腺癌細胞塊が含まれていた。 
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図 7. microRNA アレイ解析に用いた小型浸潤性腺癌(Noguchi type C)症例の組織像および
IGBP1免疫染色像 
腫瘍辺縁(A, 40倍)では肺胞上皮置換性に増殖しているが、中央などでは線維芽細胞の増生
を伴って、腺管状に浸潤している(B：40 倍、C：100 倍)。腫瘍細胞は IGBP1 陽性を呈する
(D：200倍)。 
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図 8. microRNAアレイ解析に用いた微尐浸潤性腺癌(MIA)症例の組織像および IGBP1免疫染
色像 
腫瘍は肺胞上皮置換性に増殖している(A：40 倍、B：100 倍)。ごく一部に線維芽細胞の増
生を伴うのみである(C：200倍)。腫瘍細胞は IGBP1陰性である(D：200倍)。 
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predicted consequential pairing of target region 
(top) 
and miRNA (bottom) 
Position 120-126 of IGBP1 3' UTR 5' ...GGCAAAGAUGCUAAAUCUUGCUU... 
               |||     |||||||  
hsa-miR-451b 3'    UUACCAUUACCAAG-AGAACGAU  
Position 123-129 of IGBP1 3' UTR 5'  ...AAAGAUGCUAAAUCUUGCUUUGC... 
                        |||||||  
hsa-miR-330-3p 3'     AGAGACGUCCGGCACACGAAACG  
Position 140-146 of IGBP1 3' UTR 5' ...CUUUGCAUUCAGUAAAGUGUCAA... 
                       ||||||   
hsa-miR-3117-5p 3'      UAUACUGAGCAUAUCACAGA  
Position 141-147 of IGBP1 3' UTR 5' ...UUUGCAUUCAGUAAAGUGUCAAG... 
               |||     |||||||  
hsa-miR-514 3'      AGAUGAGUGUCUUCACAGUUA  
Position 141-147 of IGBP1 3' UTR 5' ...UUUGCAUUCAGUAAAGUGUCAAG... 
               |||     |||||||  
hsa-miR-514b-3p 3'      AGGUGAGUGUCUCCACAGUUA  
Position 155-162 of IGBP1 3' UTR 5' ...AGUGUCAAGUGAUUA-AGUGUGUA... 
              ||||      |||||||  
hsa-miR-603 3'      CGUUUUCAUUAACGUCACACAC  
Position 211-217 of IGBP1 3' UTR 5'       ...GUUUUGGCAUCAUCCUCAUCAUG... 
                             |||||||  
hsa-miR-1272 3'       AAAGUCUUAAACGACGGUAGUAGUAG  
Position 236-243 of IGBP1 3' UTR 5'  ...GUAUUCCAGCUUCUUAAGUGGAA... 
               |||      |||||||  
hsa-miR-4436b-5p 3'    CCGUCCCGUCCGUC--UUCACCUG  
Position 266-272 of IGBP1 3' UTR 5' ...AGUGCUGAGAAAUGGCUCUGUAU... 
                       ||||||   
hsa-miR-4797-5p 3'     AAGUCAUUCACCGUGAGACAG  
 
Position 303-310 of IGBP1 3' UTR 
 
5' ...CGAAUUCUCUGAAAAAAUAAUAA... 
                       |||||||  
hsa-miR-4795-3p 3'     UAGGUCUUCACCGAUUAUUAUA  
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Position 2-8 of IGBP1 3' UTR 5' ...NNNNNNNNNNNNNNNUCUUCCCAC... 
                        ||||||   
hsa-miR-4747-5p 3'     GAUUCUGGUUCGGAGGAAGGGA 
Position 4-10 of IGBP1 3' UTR 5' ...NNNNNNNNNNNNNUCUUCCCACAA... 
                        ||||||   
hsa-miR-4648 3'       GAGGGUAAACGUCAGGGUGU 
Position 4-10 of IGBP1 3' UTR 5'    ...NNNNNNNNNNNNNUCUUCCCACAA... 
                           ||||||   
hsa-miR-4769-5p 3'      GAGUAUGGAAGAGAGGUAGGGUGG 
Position 4-10 of IGBP1 3' UTR 5'    ...NNNNNNNNNNNNNUCUUCCCACAA... 
                           ||||||   
hsa-miR-4654 3'        GGUCUACGGAGGUCUAGGGUGU 
Position 5-11 of IGBP1 3' UTR 5'   ...NNNNNNNNNNNNUCUUCCCACAAC... 
                          ||||||   
hsa-miR-4322 3'        GGGGUGCGCGACUCGGGUGUC 
Position 5-11 of IGBP1 3' UTR 5'   ...NNNNNNNNNNNNUCUUCCCACAAC... 
                          ||||||   
hsa-miR-4296 3'            ACUCGGACUCGGGUGUA 
Position 5-11 of IGBP1 3' UTR 5'   ...NNNNNNNNNNNNUCUUCCCACAAC... 
                          ||||||   
hsa-miR-4265 3'          GGGUCUCGACUCGGGUGUC 
Position 10-16 of IGBP1 3' UTR 5' ...NNNNNNNUCUUCCCACAACACCAC... 
                        ||||||   
hsa-miR-4694-5p 3'     CGUUUACCUAUCCUAUUGUGGA 
Position 15-21 of IGBP1 3' UTR 5' ...NNUCUUCCCACAACACCACAGGAC... 
                        ||||||   
hsa-miR-1914 3'     GUCUUCACCCGGCCCGUGUCCC 
Position 18-24 of IGBP1 3' UTR 5'  ...UUCCCACAACACCACAGGACUGC... 
                        |||||||  
hsa-miR-1910 3'       UCCGCCGUCCGUGUCCUGACC 
 
 
Position 25-31 of IGBP1 3' UTR 
 
 
5' ...AACACCACAGGACUGCAGGGUGC... 
                       |||||||  
hsa-miR-3620 3'     GACCCACGCCCUACGUCCCACU 
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Position 39-45 of IGBP1 3' UTR 5' ...GCAGGGUGCACAACUCCCCUGCC... 
               ||||    |||||||  
hsa-miR-1909 3'     GCCACUCGUGGGCCGGGGACGC 
Position 40-47 of IGBP1 3' UTR 5'   ...CAGGGUGCACAACUCCCCUGCCA... 
                ||||     |||||||  
hsa-miR-4763-3p 3'    GGGCGGGUCGUGGUCG-GGGACGGA 
Position 40-47 of IGBP1 3' UTR 5' ...CAGGGUGCACAACUCCCCUGCCA... 
                       |||||||  
hsa-miR-1207-5p 3'      GGGGAGGGUCGGAGGGACGGU 
Position 41-47 of IGBP1 3' UTR 5' ...AGGGUGCACAACUCCCCUGCCAA... 
                       ||||||   
hsa-miR-4736 3'       GUCGGGUCUAUUGGACGGA 
Position 45-51 of IGBP1 3' UTR 5' ...UGCACAACUCCCCUGCCAAGGAA... 
                       ||||||   
hsa-miR-3189-3p 3'     GAUGGGGUAGUCUGGGUUCCC 
Position 46-52 of IGBP1 3' UTR 5' ...GCACAACUCCCCUGC--CAAGGAAA... 
                |||      ||||||   
hsa-miR-502-5p 3'       AUCGUGGGUCUAUCGUUCCUA 
Position 57-63 of IGBP1 3' UTR 5'  ...CUGCCAAGGAAAACCAUGCAGUC... 
                        |||||||  
hsa-miR-217 3'     AGGUUAGUCAAGGACUACGUCAU 
Position 59-65 of IGBP1 3' UTR 5' ...GCCAAGGAAAACCAUGCAGUCCU... 
                       |||||||  
hsa-miR-1288 3'      AGAGGUCUAGUCCCGUCAGGU 
Position 60-66 of IGBP1 3' UTR 5' ...CCAAGGAAAACCAUG--CAGUCCUC... 
                  |||    |||||||  
hsa-miR-3169 3'       GAUACACGGUUCGUGUCAGGAU 
Position 68-74 of IGBP1 3' UTR 5'   ...AACCAUGCAGUCCUCCCCUCCCU... 
               |||       |||||||  
hsa-miR-4728-5p 3'    ACGAACGACGGAGAG--GGGAGGGU 
 
 
Position 69-75 of IGBP1 3' UTR 
 
 
5' ...ACCAUGCAGUCCUCCCCUCCCUG... 
               |||     |||||||  
hsa-miR-4756-5p 3'    UCGUCUCUCACUCGCGGAGGGAC 
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Position 69-75 of IGBP1 3' UTR 5'   ...ACCAUGCAGUCCUCCCCUCCCUG... 
                         |||||||  
hsa-miR-4739 3'    UCCCGGGGAGGCGAGGAGGAGGGAA 
Position 69-75 of IGBP1 3' UTR 5' ...ACCAUGCAGUCCUCCCCUCCCUG... 
                       |||||||  
hsa-miR-1321 3'         UAGUGUAAGUGGAGGGAC 
Position 70-76 of IGBP1 3' UTR 5' ...CCAUGCAGUCCUCCC----CUCCCUGG... 
                 ||||||    |||||||  
hsa-miR-4270 3'           CGGGAGGGGACUGAGGGACU 
Position 70-76 of IGBP1 3' UTR 5' ...CCAUGCAGUCCUCCCCUCCCUGG... 
                       |||||||  
hsa-miR-4441 3'          AUGUUAGAGGAGGGACA 
Position 75-81 of IGBP1 3' UTR 5' ...CAGUCCUCCCCUCCCUGGUCUCC... 
              |||      |||||||  
hsa-miR-4786-5p 3'    CCACGUAGGUCAGG-ACCAGAGU 
Position 78-84 of IGBP1 3' UTR 5' ...UCCUCCCCUCCCUGGUCUCCUGC... 
               |||     |||||||  
hsa-miR-4768-3p 3'      UAAGAGAGACCU-AGAGGACC 
Position 79-85 of IGBP1 3' UTR 5'   ...CCUCCCCUCCCUGGUCUCCUGCU... 
                         |||||||  
hsa-miR-4722-5p 3'      GUUGGACCGUGUCGGGAGGACGG 
Position 87-93 of IGBP1 3' UTR 5'  ...CCCUGGUCUCCUGCUUCAGCUCU... 
               |||      |||||||  
hsa-miR-3160-3p 3'    ACCCGAAAGAUCAG--AGUCGAGA 
Position 91-97 of IGBP1 3' UTR 5' ...GGUCUCCUGCUUCAGCUCUGUAC... 
                       ||||||   
hsa-miR-4797-5p 3'     AAGUCAUUCACCGUGAGACAG 
Position 95-101 of IGBP1 3' UTR 5' ...UCCUGCUUCAGCUCUGUACAACG... 
                       |||||||  
hsa-miR-3613-5p 3'     CUUGUUUUUUUUUUCAUGUUGU 
 
 
Position 100-106 of IGBP1 3' UTR 
 
 
5'   ...CUUCAGCUCUGUACAACGAGGGC... 
                         |||||||  
hsa-miR-4655-3p 3'        GGGGCCCCUGGACUGCUCCCA 
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Position 102-108 of IGBP1 3' UTR 5' ...UCAGCUCUGUACAACGAGGGCAA... 
                       ||||||   
hsa-miR-4290 3'       CUCCCUUCUUUCCUCCCGU 
Position 103-109 of IGBP1 3' UTR 5'      ...CAGCUCUGUACAACGAGGGCAAA... 
             |||||          ||||||   
hsa-miR-3157-3p 3'    UCGAAGUCGAUCUGA-----UCCCGUC 
Position 103-109 of IGBP1 3' UTR 5'   ...CAGCUCUGUACAACGAGGGCAAA... 
                         ||||||   
hsa-miR-874 3'      AGCCAGGGAGCCCGGUCCCGUC 
Position 125-131 of IGBP1 3' UTR 5'  ...AGAUGCUAAAUCUUGCUUUGCAU... 
                        |||||||  
hsa-miR-527 3'        CUUUCCCGAAGGGAAACGUC 
Position 125-131 of IGBP1 3' UTR 5'  ...AGAUGCUAAAUCUUGCUUUGCAU... 
                        |||||||  
hsa-miR-518a-5p 3'        CUUUCCCGAAGGGAAACGUC 
Position 132-138 of IGBP1 3' UTR 5'  ...AAAUCUUGCUUUGCAUUCAGUAA... 
                        ||||||   
hsa-miR-4724-5p 3'    GCUUCGAGUGAGGACCAAGUCAA 
Position 145-151 of IGBP1 3' UTR 5'       ...CAUUCAGUAAAGUGUCAAGUGAU... 
                             ||||||   
hsa-miR-3614-5p 3'         CCCGUCGGAAGUCUAGGUUCACC 
Position 147-154 of IGBP1 3' UTR 5' ...UUCAGUAAAGUGUCA--AGUGAUUA... 
                ||||     |||||||  
hsa-miR-34b 3'       UACCGUCACCUCAAUCACUAAC 
Position 156-162 of IGBP1 3' UTR 5'  ...GUGUCAAGUGAUUAAGUGUGUAU... 
                        |||||||  
hsa-miR-3941 3'      AUACUAGGAGUCAACACACAUU 
Position 156-162 of IGBP1 3' UTR 5' ...GUGUCAAGUGAUUAAGUGUGUAU... 
                       ||||||   
hsa-miR-362-3p 3'    ACUUAGGAACUUAUCCACACAA 
 
 
Position 156-162 of IGBP1 3' UTR 
 
 
5'     ...GUGUCAAGUGAUUAAGUGUGUAU... 
                           ||||||   
hsa-miR-329 3'        UUUCUCCAAUUGGUCCACACAA 
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Position 184-190 of IGBP1 3' UTR 5'  ...CCCUAGAUGAUAUGAACCAGCAG... 
                        ||||||   
hsa-miR-138 3'    GCCGGACUAAGUGUUGUGGUCGA 
Position 202-208 of IGBP1 3' UTR 5' ...AGCAGUCUUGUUUUGGCAUCAUC... 
                       |||||||  
hsa-miR-1322 3'        GUCGUAGUCGUCGUAGUAG 
Position 206-213 of IGBP1 3' UTR 5' ...GUCUUGUUUUGGCAU-CAUCCUCA... 
                |||     |||||||  
hsa-miR-3605-5p 3'     CCGAAGGAACGAUAGGUAGGAGU 
Position 207-213 of IGBP1 3' UTR 5'   ...UCUUGUUUUGGCAUCAUCCUCAU... 
                         ||||||   
hsa-miR-3679-5p 3'     AGGGGAAGGGACGGUAUAGGAGU 
Position 207-213 of IGBP1 3' UTR 5'  ...UCUUGUUUUGGCAUCAUCCUCAU... 
                        ||||||   
hsa-miR-1185 3'      UUGUAUGUUUCCCAUAGGAGA 
Position 226-232 of IGBP1 3' UTR 5'  ...UCAUCAUGUUGUAUUCCAGCUUC... 
                        |||||||  
hsa-miR-320e 3'          GGAAGAGUUGGGUCGAAA 
Position 230-237 of IGBP1 3' UTR 5'    ...CAUGUUGUAUUCCAGCUUCUUAA... 
                          |||||||  
hsa-miR-3653 3'            GAAGUCAGUUGAAGAAUC 
Position 231-237 of IGBP1 3' UTR 5' ...AUGUUGUAUUCCAGCUUCUUAAG... 
                       |||||||  
hsa-miR-3658 3'     UAGAGGUACCACAAAAGAAUUU 
Position 240-246 of IGBP1 3' UTR 5'      ...UCCAGCUUCUUAAGUGGAAGGAA... 
                            ||||||   
hsa-miR-3667-3p 3'         UUUCUGGGUACCUCUCCUUCCA 
Position 252-258 of IGBP1 3' UTR 5'   ...AGUGGAAGGAAAAGAGUGCUGAG... 
                         ||||||   
hsa-miR-3065-3p 3'     GAGGUUGUUAUAGGACCACGACU 
 
 
Position 269-275 of IGBP1 3' UTR 
 
 
5'  ...GCUGAGAAAUGGCUCUGUAUAAU... 
                        ||||||   
hsa-miR-4789-5p 3'     GUAUGUGUAUAGUCCACAUAUG 
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Position 291-297 of IGBP1 3' UTR 5' ...UCUAUGGCUAUCCGAAUUCUCUG... 
                       |||||||  
hsa-miR-3123 3'          CUAAUUUGUUAAGAGAC 
Position 292-299 of IGBP1 3' UTR 5' ...CUAUGGCUAUCCGAA-UUCUCUGA... 
                 |||    |||||||  
hsa-miR-3919 3'       UGACUCAGGAAACAAGAGACG 
Position 293-299 of IGBP1 3' UTR 5'     ...UAUGGCUAUCCGAAUUCUCUGAA... 
                           ||||||   
hsa-miR-4756-3p 3'        UAUCCUUCCGUUGGUAGAGACC 
Position 295-301 of IGBP1 3' UTR 5' ...UGGCUAUCCGAAUUCUCUGAAAA... 
                       ||||||   
hsa-miR-3942-3p 3'     UACAUUAUGACAAUAGACUUU 
Position 312-318 of IGBP1 3' UTR 5' ...UGAAAAAAUAAUAAAAGUCCCCU... 
                       |||||||  
hsa-miR-4652-5p 3'     AUCAAGAUAAUUGGUCAGGGGA 
Position 321-327 of IGBP1 3' UTR 5'  ...AAUAAAAGUCCCCUCUAUUAUAU... 
                        |||||||  
hsa-miR-374a 3'      GUGAAUAGUCCAACAUAAUAUU 
Position 321-327 of IGBP1 3' UTR 5' ...AAUAAAAGUCCCCUCUAUUAUAU... 
                       |||||||  
hsa-miR-374b 3'     GUGAAUCGUCCAACAUAAUAUA 
Position 321-327 of IGBP1 3' UTR 5'   ...AAUAAAAGUCCCCUCUAUUAUAU... 
                         ||||||   
hsa-miR-369-3p 3'       UUUCUAGUUGGUACAUAAUAA 
Position 329-335 of IGBP1 3' UTR 5' ...UCCCCUCUAUUAUAUGAGCCUGU... 
                       |||||||  
hsa-miR-3155b 3'         AGGGUGACGUCUCGGACC 
Position 329-335 of IGBP1 3' UTR 5'   ...UCCCCUCUAUUAUAUGAGCCUGU... 
                         |||||||  
hsa-miR-3155 3'        UCAAGGGUGACGUCUCGGACC 
 
 
Position 329-335 of IGBP1 3' UTR 
 
 
5'  ...UCCCCUCUAUUAUAUGAGCCUGU... 
                        |||||||  
hsa-miR-484 3'      UAGCCCUCCCCUGACUCGGACU 
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Position 330-337 of IGBP1 3' UTR 5' ...CCCCUCUAUUAUAUGAGCCUGUA... 
                       |||||||  
hsa-miR-4438 3'      UGACAGAAAAGAUUCGGACAC 
Position 331-337 of IGBP1 3' UTR 5'  ...CCCUCUAUUAUAUGAGCCUGUAC... 
                        |||||||  
hsa-miR-5095 3'       GCGCCACCAAGUGCGGACAUU 
Position 336-342 of IGBP1 3' UTR 5'   ...UAUUAUAUGAGCCUGUACAGAAN... 
                         ||||||   
hsa-miR-3686 3'      AGUAAAUGAAAGAGAAUGUCUA 
 
図 9. IGBP1を標的とすると推定される miRNA 
TargetScan Human(ver 6.2)による検索では、IGBP1 を標的とすることが推定される miRNA
として 79個がリストアップされた。 
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図 10. 候補 miRNA 
microRNAアレイ解析と TargetScan Humanの検索結果から、両者に共通して含まれていた 6
個を候補 miRNAとして選んだ 
 
 
 
 
 
 
 
  
候補 miRNA 
miR-34b, miR-138 
miR-374a, miR-374b 
miR-1909, miR-3941 
 
microRNA アレイ  
100 個以上の miRNA 
TargetScan Human 
79 個の miRNA 
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図 11. real-time RT-PCRによる検討に用いた症例の IGBP1免疫染色像 
用いた浸潤性腺癌6症例はいずれもIGBP1陽性であった。上皮内腺癌7症例はいずれもIGBP1
陰性であった。正常肺(左)、上皮内腺癌(中央)、浸潤性腺癌(右)の代表的な IGBP1 免疫染
色像を示す。 
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図 12. 浸潤性腺癌と上皮内腺癌における候補 miRNAの発現の検討 
miR-34b、miR-138、miR-374a、miR-1909、miR-3941 は正常肺組織に比較して、浸潤性腺癌
では有意に発現が低下していた。miR-374b も癌では発現が低下していたが、有意差は得ら
れなかった。 
＊P<0.05, ＊＊P<0.01. 
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図 13. ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
IGBP1の 3’-UTR配列を含んだ firefly luciferase reporter plasmidと miRNA mimic を肺腺
癌細胞株(A549)へコトランスフェクションして、ルシフェラーゼ活性の変化を検証した。
miR-34bおよび miR-3941ではルシフェラーゼ活性がそれぞれ 20％、40％と有意に低下した
(a)。そのほかの miRNA(miR-138, miR-374a, miR-374b, miR-1909)ではルシフェラーゼ活性
の低下は認められなかった。miR-3941 mimic と pMirTarget-IGBP1-3’UTR の標的配列、お
よび変異を挿入した pMirTaget-IGBP1-3’UTR-Mut の配列を示す(b)。標的配列に変異を挿
入した結果、miR-3941 mimicによるルシフェラーゼ活性の低下は生じなかった(c)。 
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図 14. 候補 miRNAトランスフェクションによる IGBP1 mRNAの変化の検討 
肺腺癌細胞株(A549)に miRNA mimic をトランスフェクションして、real-time RT-PCR によ
り IGBP1 mRNAを検討した。IGBP1は miR-3941 mimicにより 50％以下に抑制されたが、miR-34b
では優位な抑制効果は認められなかった。 
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図 15. 候補 miRNAトランスフェクションによる IGBP1タンパク発現の変化の検討 
肺腺癌細胞株(A549)に miRNA mimic をトランスフェクションし、ウェスタンブロットによ
る IGBP1蛋白を検出した。miR-34b、miR-3941のいずれでも IGBP1の抑制が認められた。バ
ンドを image Jソフトウェアにより数値化した。β-アクチン(ACTB)との比をとり、NCの値
を 1とした。 
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図 16. miR-34bおよび miR-3941の細胞数に対する効果 
肺腺癌細胞株に miR34b, miR-3941, siIGBP1 をトランスフェクションして、細胞数の評価
を行った。PC-9(a)、A549(b)いずれにおいても細胞の増殖は miR-34b、miR-3941 により抑
制された。 
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図 17. WST-8アッセイ  
miR-3941 mimicによる細胞数の減尐効果は、IGBP1の強制発現により消失した。一方、IGBP1
を単独で強制発現させても、細胞数の有意な増加は認められなかった。 
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図 18. そのほかの候補 miRNA mimicによる細胞数に対する効果 
miR-138 および miR-1909 では細胞増殖が抑制されたが(a)、miR-374a, miR-374b では
NC(negative control RNA duplex)と差がなかった(b)。A549を使用した。 
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図 19.  miR-3941によるアポトーシスの誘導 
PC-9 に miR-34b、miR-3941、siIGBP1 をトランスフェクションした。miR-3941 と siIGBP1
により IGBP1 の発現が抑制されたほか、cleaved caspase-3 および cleaved-PARP が誘導さ
れた。miR-34bによるこれらの効果は小さかった。 
 
 
 
 
